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@ Funktioneller Test zur Bestimmung der Protein S-Aktivitat 

Zur Besttmmung der Protein S-Aktivitat im Plasma wird ein 
Faktor V und Phospholipid enthaltendea Substretplaama, 
wteh— auf eine bestimmte Menge en sktlvieriem Protein C 
•ingested! tst, mit dem *u testenden PUsma, welches in et 
ner Verdunnung von mindestens 1 : #" »inge*em wird. inku- 
biert. dami bestimmte Mengen an Prothrcmoin und Faktor 
Xa mgesetjt und danach die Gerinnungweit als Ma& fur din 
Protein S Aktrvrtit bestimmt. 
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^H} Patentanspriiche 

1. Vcrfahrcn zur Bestimmung der Protein S-Aktivitat im Plasma, dadurch gekennzeichnet, daO man cin 
Fakior V und Phospholipid emhaitenes Substratplasma, welches auf eine bestimmte Mengc an aktiviertem 

5 Protein C, eingestellt ist, mit dem zu testenden Plasma, welches in einer VerdUnnung von mindesiens I -2 

eingesetzt wird. inkubiert, dann bestimmte Mengcn an Prothrombin und Faktor Xa zusetzt und danach die 
Gennnungszeit als MaB fur die Protein S-Aktivitat bestimmt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB man ein Substratplasma verwendet welches 
keine Vitamin K-abhangigen Proteine enthalt und diesem Plasma bestimmte Mengen an gereinigtem 

io aktiviertem Protein C 6 

3. Verfahren nach Anspruch 2. dadurch gekennzeichnet, daB man als Substratplasma, welches keine Vitamin 
K-abhangigen Proteine enthfllt, ein mit Al(OH)a behandeltes humanes Plasma verwendet. 

4 Verfahren nach etnem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB man dem Substrat- 
plasma Kalziumtonen und Phospholipid zusetzL 
is 5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche. dadurch gekennzeichnet. daB man die Konzentra- 

tion an aktiviertem Protein C im Test auf 0,5 bis 5 nM/ml einstellt. 

6. Verfahren nach Anspruch 5. dadurch gekennzeichnet, daB man cine Konzentration von aktiviertem 
Protein C im Test von 1 bis 2 u.M/ml einstellL 

7. Verfahren nach Anspruch 5 oder 6. dadurch gekennzeichnet, daB man 1 bis 5 uM Prothrombin. 4 bis 8 nM 
20 Faktor Xa, 150 bis 300 mMCaCljc 1 ml Testl&sung einsetzt. 

Beschreibung 
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Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur funktionellen Bcstimmung von Protein S in K6rperflussigkeitcn 
insbesondere im Plasma, und em hierfUr gecignetes Reagens. 

Protein S zahlt zu den korpereigenen Inhibitoren und wirkt als Kofaktor bei dem proteolytischen Abbau der 
Gennnungsfakioren Va und Villa durch aktiviertes Protein C (Walker. F.].(1980) J.Biol.Chem 255 5521-5524 
Walker. F.j. et ai. (1987) Arch. Biochem. Biophys. 252. 322-328). Demnach kommt dem Protein S eine groBe 
Bedcutung im Protein OThrombomodulin-lnhibitorsystem zu. 

Es ist bekannt, daB Protein S in der Leber und in den Endothclzcllen Vitamin K-abhangig symhetis.crt wird 
(Stern, D. et al. (1986) J.CcII Biol. 102. 1971 - 1978* Demnach ist be. der I hcrapic mit Vitamin K Aniagoni^end^e 
Protein S- Konzentration im Blui erniedrigt. 

Es ist fcrner bekannt. daB bei Patienten mit ihrombcmbolischcn Erkrankungen oder disseminicrtcr intravasa- 
ler Gennnung eine Erniedngung der Protein S-Aktivitat auflreten kann. Ein angeborcner Protein S-Mangcl 
stellt emen Risikofaktor zur Entstehung von thrombembolischen Erkrankungen dar (Comp. PC ct al (1984) I 
Clin.!nvesL74.2082-2088;Benina,R.M.(1985)Haemostasis I5.241-248X 

Daher besteht ein Bedarf an einer Methode zur Bestimmung der Protein S-Aktivitdt 

Danibcr hinaus kOnnte der Bestimmung der Protein S-Akiivitflt cine besonder Bedcutung zukommcn da 
Protcm ,m PIasma nur zu 40% in frcicr Form ■ufiriti. wahrend ctwa 60% des Protein S mit dem 
C4b-b.nd.ng prote.n komplcxierl ist (Dahlback. B.(1983) BiochcmJ. 209. 847 - 856). Protein S.das an C4b-bin- 

, " g P r ° le, ^/, e ^! n ,st * ist j edoch als Kofaktor fur aktiviertes Protein C inaktiv (Dahlback. B/1986) 
J. DioLCnem. 261. 1 2022— 12027). 

m? k 5" nl D i " nur ' das , Prolcin S ali An *'?cn "ntcr Vcrwendung von Antik6rpern zuvcrlassig zu bcst.mmcn 
pi ,!J T r0, uu S ; Akt,v » tflt sa «* dicsc Methode jedoch nichts aus. Die funktionelle Protein S-Akt.vitat im 
Plasma laBt sich b.sher nicht zuverlassig erfassen. Zwar wird cin funktioncller Test zur Bestimmung der Protein 
VAktiv.tii, be, dem die Verlangerung der Gcrinnungszcit im Einstufcn Faktor Xa-Tesl durch aktiviertes 
n«?BuS««? W i r „ < i, b Sf chnebcn in Com P* PC ct »L (1984) J.CIinlnvesL 74, 2082 - 2088: Comp, PC ct al. 
(1986) Blood 86. 881-885). D.eser Test hat sich jedoch nicht bewfthrt. da er unspczifisch ist und durch Konzcn- 
trationslnderungen verschiedener anderer Gerinnungsfaktoren beeinfJuBt wird. 

<; itLil'^^ ' ,Cgt dahe ' die Auf K abe zugrunde. ein Verfahren und ein Reagens zu entwickeln. urn die Protein 
S Aktivttat im Plasma zuverlftssig und spezifisch zu bestimmen. 

.iZt 6 ? 1 W . ir ? d %" Auf * ab f # crr 'n d «n«WTi«0 durch cin Verfahren. welches auf der Erkcnntnis beruht. daB in 
V2 f ?/p!H 5 . c T C ;!u UntCr Verwc " dun S isoHerier Gcrinnungskomponentcn die Gcrinnungszeit v on dem Pro- 
WHinl^ T. t r ,b ?°™y« em .» bh *ngL Bei koustanter Mengc an zugesetztem aktiviertem Protein C ist die 
^S^t^nrr"^ 11 a u»ch!,eQ!ich von der Protein S-Aktivitat abhingig. C^uu^uM wird 

In Aofh^ im P, " ma cinstufi * umcr Einsalz koiwunier Mengen 

•n Prothrombin, aktiviertem Protein C. Faktor V und Phospholipiden durchgef uhrt. 

deIsu^ B |^^ ^ ^£^^ ,,ln, f Ut dad K rCh « eke ™«**"«. daB man ein Faktor V und Phospholipid cn.halten- 
tniend^ ^m.^.Ih * ^ sl,mrnte Mcn * c an -ktiviertem Protein C. eingestellt ist. mit dem zu 

Menwn .n^ S»mM? < ,n " Verd0nnun « von mindestens 1 :2 eingesetzt wird. inkubiert. dann bestimmte 
™AlMi£b^mm™ ZUSCUl danaCh diC Gcrinnun *" ci ' als Ma0 ^ ^otein 

Da^r^ein^^ dlC *T "j*™ vorlic * cnde Prot ™ S-Aktivitii spezifisch und sensitiv miflt. 

wlhere? VU^?^ ^11 Cnd V^ C - %C d,c tf Kon ""tration an Fibrinogen. Prothrombin. Protein C und *ller 
die UmenulhTn^^^ "«'«en Gennnungsfaktoren auBer der zu bestimmenden Protein S-Aktivita. in dem for 
^ dCn T " 1 n,chL AUCH rea « icr! dcr T «« - ht Konzentrationwcrande- 

Die fUr die DurchfUhrung des erfindungsgemaUcn Vcrfahrens notwcnd.gcn SubManzcn. wclchc <j.e fiir die 
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Durchfuhrung dcr F.rfindung ^i^^'icn Figcnschaf ten aufv*. eiscn. konncn nac^J^anntcn Verfahrcn crhahen 
werden. So wird cm gecignctes Subsiratplasma. welches bcsiimtntc Mcngcn an akiivicrtcm Protein C enihalt. 
crhahen. indem man entweder jus cincm Plasma zucrst die Vitamin K-abhangigcn Protemc entfernt und dann in 
vorgcgcbcncr bcstimmter Menge. vor/ugsweisc in Form von gcrcinigtcn Substan/cn wiedcr zusctzt. odcr 
indem man von cincm aus gcrcinigtcn Substan/cn zusammcngcsctztcn Subsiratplasma von vornhcrcin ausgcht, 
also cm synthctisches Plasma verwendct. Vorzugsweisc wird cin Subsiratplasma verwendet, aus dem die 
Vitamin K-abhangigcn Gcrinnungsfaklorcn durch Adsorption an cincm gceignetcn Adsorptionsmiticl wic i. B. 
AIOH j entfernt werden und das dann mit bestimmtcn Mcngcn an gercinigtcn Faktorcn wiedcr aufgcstockt wird. 

Dicsc Faktoren sclbsi lasscn sich nach bekanntcn Verfahrcn in dcr gcwiinschien Rcinhcit gewinncn. So kann 
aktiviertcs Protein C bcispiclsw cisc nach dem in Bio. Chcm. 26 (1987) 2521 —2528 bcschricbcncn Verfahrcn in 
dcr fur die Erfindung gceignetcn Qualitat hcrgestcllt werden. Die Konzcntration von aktivicnem Protein C 
(A PC) im Test licgt zwcckmaOig zwischen 0,5 und 5 uM/ml. vorzugsweisc t bis 2 uM/ml. 

Als Phospholipid wird vorzugsweisc Ccphalin verwendct, welches nattlrlichcn Ursprungs odcr synthctisch 
hcrgestcllt scin kann. Prothrombin und Faktor Xa sind in gceignetcn Rcinheitsgradcn handclsublich. konncn 
abcr auch sclbsi aus Plasma nach bekanntcn Isolicrungsmcthodcn hcrgestcllt werden. Vorzugsweisc sctzt man 
dem Subsiratplasma auBerdcm Kalziumioncn. bcispiclswcisc in Form von CaClj /u. Die Konzcntration an a) 
Prothrombin, b) Faktor Xa und c) CaCI bctragt vorzugsweisc a) I bis 5 uM. b) 4 bis 8 nM und c) 1 50 bis 300 mM 
jc ml im Test, falls A PC im oben angegebenen Dcrcich licgt. 

Die Durchfuhrung des Vcrfahrcns dcr Erftndung crfolgt / wcckmaOigcrwcisc durch Mtschcn von Substrat* 
plasma. Phospholipids, Kalzium. des zu testenden Plasmas und von aktiviertcm Protein C. Nach cincr definicr- 
tcn Inkubationszcil. die /. B. /wischen 20 Sckundcn und 2 Minutcn ticgen kann. werden gcrcimgtcs Prothrombin 
und aktiwcrtcr Faktor Xa in bcstimmter Mcngc zugefugt. Durch Zugabc des Faktors Xa wird gestartet und 
da nach die Gcrinnungs/cit gemcssen. ZwcckmaOigcrwctsc wird f ur die Auswcrturg cine Kalibricrungskurvc 
untcr Vcrwcndung verschiedcncr Vcrdunnungcn cincs normalcn gcpooltcn Plasmas, z. B. in Vcrdunnungsschrit- 
tcn von 1 : 64. I ; 32. I : lb und I : 8. hcrgestcllt. Dcr Test wird jcwcils in Anwcscnhcit und Abwcscnhcit von 
jktivicrtcm Protein C durchgefuhrt. 

Dj\ Verfahrcn kann bcispiclswcisc wic folgt durchgefuhrt werden: 

HO u | Subsiratplasma (Al(()ll)j ■ adsorbicrtcs humancs Plasma) 
2 > iil < cphahn (Phosphohpulc) 
25 ul t aCI : (75 mM) 

V) iil /u :cstcndcs Plasma { I 8 vcrdunni) 
t il humancs aktiviertcs Protein CJ (0,5 uM) 

werden gcmischt und I Minute bci 37 C inkubicrt. Dann werden 50 ul humancs Prothrombin ( I uM) zugesct/t 
und crncut 0.5 Minutcn bci 37 C inkubicrt. SchlicBlich wird durch /.usat/ von 50 ul bovmcr Faktor Xa (2 nM) 
gestjrtct und die Gcrinnungs/cit in ublichcr Wcisc bestimmt. 

Das Tcstcrgcbnis isl spczifisch fur die Anwcscnhcit von Protein S-Aklivitai im Plasma. Insbcsondcrc ist das 
Vcrfjhrcnscrgcbms unabhangig von Schwankungcn tn dcr Mcngc dcr Gcrinnungsfaklorcn X. V. Fibrinogen und 
Pn. thrombin im /u tcsicndcn Plasma. Die Spc/ifitat des tests crgtbt sich aus dcr nachstchcntlcn Tabcllc I. 

Tabcllc I 

Spczifitat des funktioiicllen Tests /ur tlcsiimmung dcr Pr«>tcin S(PrS)- Akimiji 



lichjndlunx des /u icstcmlcn l'lj\rtij\ ( icrinnun^s/cii Diffcrcn/ 

-•Alt' fAPt 

4 2.5 h2.b 20.1 

Anti(PrS)*lgG 46.7 4b.2 -0.5 

Kaninchcn IgG 4 J.8 62.H 14.0 

BaS0 4 * Adsorption ♦ PrS zugefugt 4t>.4 t>4.7 I7.K 



- A PC ohnc dkhtici lev Pi oil-in ( " 

- Al*C. mil akiivicricm Protein C* 



/.wischen dcr funklioncllcn Protein S Aktivitat und dcr Vcrlangcnmg dcr Gcrinnungs/cit bestcht cine lincarc 
Korrclanon. wic die graphischc DarslellunK von Fig. I zcigt. In diescr isl die Gcrinnungs/cu gegen die cingc 
sct/te Plasmamcngc aufgetragen. Mit dem Test dcr Erfindung sind auch cxtrcm nicdrigc Protein S Aktmtaicn 
bci vcrindcrtcr Vcrdlinnung des zu testenden Plasmas zu nicssen Die Rcprodu/icrbarkcit des Tests, sowohl in 
dcr Scnc als auch von Tag zu Tag. /cigi Tabcllc 2: 
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Ta belle 2 



Inter-Assay und Intra Assay Variationen des funktionellen Protein S (PrS)-Test bet n Experimented die mil 
PlasmaprobendurchgefQhrt wurden. die unterschiedliche PrS-Konzentrationen enthielten 



PrS-Aktivitit n Inter-Assay Intra-Assay 

< % > Variationskoeff. Variation*koeff. 

<<*>) (%) 



96 20 11,7 10.1 

50 M 14.7 rul 

21 20 32.1 32.2 



Das erfindungsgema&e Verfahren eignet sich daher zor Oberprufung der Protein S-Aktivitat bei gesunden 
Penonen und bei Patienien unier Therapie mit Vitamin K-Antagonisten (oralen Antikoagulantienl Fig 2 zeigt 
die Abhingigkett der Protein S-Aktivitat von der Intensity der Behandlung mit oralen Antikoagulantien. 

Aus der Tabelle 3 geht die Bedeutung der Bestimmung der Protein S-Aktivitat hervor. da sie zeigt. daO das 
jo Protein 5- Antigen nicht mit der Intensity der Therapie mit oralen Antikoagulantien korreliert, jedoch mit der 
Protein S-AktivitAl. 



Ta belie 3 



« Analyse des Protein S(PrS>- Antigen, der PrS-Aktivitfit und der Protein C (PC)- Aktivitat bei Patienien unter 
oralen Antikoagulantien. Die Intensital der Therapie isi als "International Normalized Ratio" (INR)angegeben 

Angefuhrt sind Mittelwerte +/- Slandardabweichung. 



,NR « PrS-Aktiviiat PrS-Aniigen 



<*>) (<*>) (%) 



PC-Aktivita< 



Alle Patienien 

! * 6 " 7 - 8 31 21,1 ±10.8 69.9±2U 10.9±6.4 
Uniergruppen 

< 2 * 7 12 29.0±10.0 863±123 153±7.8 

27 ~ 4 > 7 »2 20.9 ±6.7 65.4 ±16.4 90±21 

>AJ 7 9.5±5.5 52,1 ±21,6 &±6s 



Bei Patienten mit ihrombcmboiischen Erkrankungen hat es sich als vorteilhaft erwiesen. eine Bestimmung der 
Protein S-Aktiyitat durchzufuhren.da auf diese Weise neue Risikofaktoren fOr die Entstehung von ihrombembo- 
Iischen Erkrankungen entdeckt wurden. Mit dcm funktionellen Test zur Bestimmung der Protein S- Aktivitat 
gemafl der Erfindung ist es damit mdglich geworden. Paiienten mit falsch synthetisiertem Protein S zu dia K nosti- 
*i zicren (Tabelle 4). 

Tabclle 4 

Analyse des Protein S (PrS) bei Patienten mit angeborenem Protein S-Mangel 



Patient PrS-Aktivitit PrSAntigen 

(% normal) (% normal) 



' 45 74 

2 62 73 

3 34 60 

4 13 55 

5 20 95 

Das folgende Beispicl erlautcrt die Erfindung wcitcr: 

Beispicl 



lion v7n IllS Jnl« * h P /°' hromb,n - P ™™ C (PCX *>wie Protein S (PrS) wurden .us der Banumeluatfrak- 
fT^-?™.^" P ? i UfC i Ch /°"«'<>I™Phie "ber DEAE A-50(Diethylaminogrup P en tr.gende Agarose der 
Fa. Pharmacia) isoherL Der Prothrombin- Pool wurde weiter nach dem in MelhodvEn/ymol. 80 221 -228 (1W) 



4 



^ OS 37 24 443 ^ 

bcschricbcncn Vcrfahron von MilctWn mil sulfaticncm Scphadcx G-50 bchandclt. PC und PrS wurdcn aus dcm 
glcichcn Pool durch zwci aufcinandcrfolgcndc Passagcn iibcr Scphacryl S-200 (Biochemistry 26. 2521 -2528 
(1987) in 20 mM Tris-HCl. pH 8.1 cnthaltcnd 1 M NaCI. 5 mM EDTA und 2 mM Bcn/.amidinhydrochlorid. gcfolgi 
von Trcnnung uber Hcpirinsepharose (Thromb. Hacmostas. 48, 1 -5 ( 1982)) gcrcinigt. Die crhalicncn Proicinc 
warcn in dcr SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorcsc untcr Verwcndung des Puffersystems von Lammli (Nature 
227. 680-685 (1970)) homogen und das gereinigtc PrS enthiclt kcin C4b-bindendes Prote'in. Antikorper gegen 
PrS wurdcn in Kaninchen gebildet und die IgG-Fraktion wurde nach Standardmethoden im AnschluQ an die 
Adsorption des Antiserums an mit 1/20 Volumen Al(OH), adsorbiertem Humanplasma hergestellt. Aktiviertes 
PC (APC) wurde durch Inkubation mit gereinigtem Humanthrombin fiir 1 Stunde bei 37°C _-.d bei einem 
Thrombin/PC-Molverhaltnis von 1 30 hergestellt und anschlieBend Obcr SPScphadcx C-50 ge ein^*. Rinderf- 
akior Xa wurde von der Firma Diagnostic Reagents Ltd. (Thame, GB), Kaninchenhirncep lalin von Sigma 
(Miinchcn. BRD) erhalten und vor Verwendung 1:10 verdiinnt. 

100 ul Substratplasma wurden mit 25 ul Cephalin. 25 mM CaCIj, 50 uJ einer 1:8 Verdunnung des zu untcrsu- 
chenden Probeplasmas (hergestellt mit Tris-gepuffertcr physiologischer Kochsalzlosung enthaltend 038% Tri- 
natriumcitrat)und 35 pi Human- A PC (0.05 u.M Endkonzentration) odcr Puffer (Kontrolle) in dieser Reihenfolgc 
gemischt und in eincr rotierenden Kiivettc 1 Minute bei 37°C vorinkubiert. Dann wurden 50 uJ gereinigtcs 
Humanprothrombin (0.15 uM Endkonzentration) zugcsetzt und die Inkubation 30 Sekunden bei 37°C fortge- 
sctzt. Die Gcrinnung wurde durch Zugabe von 50 ul Rinderfaktor Xa (Endkonzentration 03 nM)gestartet und 
die Gerinnungszeit jeweils doppelt bestimmt auf einem automatischen KoagulationsmeBgerat (KCI0 Amelunsr 
Lemgo. BRD). 9 • s. 

Eine Kalibricrungskurve wurde mit 25%. 50%, 75*% und 100% PrS-Aktivitat (entsprechend einer Verdiinnung 
von normalgepoolicm Piasrra von I : 64. 1 : 32. I : 16. 1 : 10.7 und 1 : 8) in Abwesenheit und in Gegenwart von 
APC taghch hergestellt. und die VerUngerung nVr Gerinnungszeit wurde gegen die prozentuale PrS-Aktivitat 
aufgetragen. Die Spezifitat des Tests f«":r T,S wurde bewiesen durch Verwendung von PrS-freier Probeplasma 
welches durch Entfcrnung von PrS unter Verwendung von Ami-PrS-Antikdrpern hergestellt worden war und 
durch Rckonstitution solchcs PrS-freien Probeplasmas mit gereinigtem PrS. A Is Gegenkontrollc wurde cin 
Probeplasma verwendet. welches mit irrelevantcm Kaninchen-IgG versetzt worden war. 
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Figur 1 
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Abbi l duriq 1 : Eichkurve zur f unktionellen E-stimmung der Protein 
S-Aktivitat. 
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Figur 2 
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At?bj ,l d un q ? : Abhangigkeit der Protein S-Aktivi «- c von der Inten- 
sitat einer Therapie mit oralen Antikoagulantien 
gedruckt als International Normalized Ratio (INR) . 



